Role and Molecular Mechanisms of TET2 in Adipogenesis by 周灿
 学校编码：10384                                    分类号    密级     
学号：21620131152565                                     UDC         
 
 
硕  士  学  位  论  文 
 
TET2 在成脂分化中的作用及分子机制 
Role and Molecular Mechanisms of TET2 in Adipogenesis 
周灿 
 
指导教师姓名：李博安    教授 
专  业 名 称：细胞生物学 
论文提交日期：2016年 5月 
论文答辩时间：2016年 5月 
学位授予日期：2016年  月 
 
答辩委员会主席：      李勇      
评    阅    人： 张晓东  叶丽虹 
 
2016年 5月
厦
门
大
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文
中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活
动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（            李博安           ）课题（组）
的研究成果，获得（     李博安       ）课题（组）经费或实验室
的资助，在（     李博安       ）实验室完成。（请在以上括号内
填写课题或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以
不作特别声明。） 
 
声明人（签名）： 
          年   月   日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》
等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位
论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及
其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、
硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇
编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（  √  ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应
是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委
员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为
公开学位论文，均适用上述授权。） 
 
 
                             声明人（签名）： 
年   月   日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
目录 
摘要 ............................................................................................................. 1 
ABSTRACT ............................................................................................... 2 
第 1 章 前言 .......................................................................................... 3 
1.1 DNA 甲基化 .......................................................................................... 3 
1.1.1 DNA甲基化概述 .............................................................................. 3 
1.1.2 DNA甲基化的机制 .......................................................................... 3 
1.1.3 5mC在哺乳动物基因组中的分布 ................................................... 4 
1.1.4 DNA甲基化的分子生物学意义 ...................................................... 5 
1.1.5 DNA甲基化与疾病 .......................................................................... 6 
1.2 TET 家族与 DNA 去甲基化 .................................................................. 7 
1.2.1 TET家族概述 ................................................................................... 7 
1.2.2 DNA去甲基化的机制 ...................................................................... 8 
1.2.3 TET家族在 DNA去甲基化中的作用 ............................................. 9 
1.2.4 TET蛋白介导的 DNA去甲基化与表观遗传学重编程 ............... 11 
1.3 脂肪分化 .............................................................................................. 13 
1.3.1 能量代谢与脂肪细胞...................................................................... 13 
1.3.2 3T3-L1成脂分化过程中的重要事件 ............................................ 14 
1.3.3 C/EBPβ ............................................................................................ 16 
第 2 章 材料与方法 ............................................................................ 21 
2.1 常用试剂与药品 .................................................................................. 21 
2.1.1 分子克隆.......................................................................................... 21 
2.1.2 细胞实验.......................................................................................... 21 
2.1.3 蛋白质相关实验.............................................................................. 22 
2.1.4 RNA相关实验 ................................................................................ 24 
2.1.5 羟甲基化 DNA免疫共沉淀（hMeDIP） ..................................... 24 
2.2 常用材料与仪器 .................................................................................. 25 
2.3 实验方法 .............................................................................................. 25 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
2.3.1 分子克隆.......................................................................................... 25 
2.3.2 细胞实验.......................................................................................... 33 
2.3.3 蛋白质相关实验.............................................................................. 36 
2.3.4 RNA相关实验 ................................................................................ 38 
2.3.5 羟甲基化 DNA免疫共沉淀（hMeDIP） ..................................... 40 
第 3 章 结果与分析 ............................................................................ 42 
3.1 3T3-L1 成脂分化过程伴随 TET2 表达量的上升 ............................... 42 
3.2 在 3T3-L1 中敲减 TET2 抑制成脂分化 .............................................. 43 
3.3 5-氮胞苷处理 3T3-L1 促进成脂分化转录因子的表达........................ 46 
3.4 诱导后 Cebpa 和 Cebpb 基因特定位点附近羟甲基化水平升高 ......... 48 
3.5 TET2 与 C/EBPβ存在相互作用 ......................................................... 49 
第 4 章 讨论 ............................................................................................ 52 
参考文献 .................................................................................................. 56 
致谢 ........................................................................................................... 81 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
TABLE OF CONTENT 
ABSTRACT IN CHINESE ...................................................................... 1 
ABSTRACT IN ENGLISH ...................................................................... 2 
CHAPTER1 INTRODUCTION .............................................................. 3 
1.1 DNA methylation................................................................................... 3 
1.1.1 Introduction of DNA methylation ...................................................... 3 
1.1.2 Mechanisms of DNA methylation ..................................................... 3 
1.1.3 Distribution of 5mC in mammalian genome ..................................... 4 
1.1.4 Molecular biological role of DNA methylation ................................. 5 
1.1.5 DNA methylation and diseases .......................................................... 6 
1.2 TET family and DNA demethylation .................................................... 7 
1.2.1 Introduction of TET family ................................................................ 7 
1.2.2 Mechanisms of DNA demethylation .................................................. 8 
1.2.3 Role of TET family in DNA demethylation ....................................... 9 
1.2.4 TET-induced DNA demethylation in epigenetic reprogramming .... 11 
1.3 Adipogenesis ........................................................................................ 13 
1.3.1 Energy metabolism and adipocyte ................................................... 13 
1.3.2 Important events during differentiation of 3T3-L1 .......................... 14 
1.3.3 C/EBPβ ............................................................................................ 16 
CHAPTER2 MATERIALS AND METHODS ..................................... 21 
2.1 Reagents used ...................................................................................... 21 
2.1.1 Molecular cloning ............................................................................ 21 
2.1.2 Cell experiments .............................................................................. 21 
2.1.3 Protein experiments ......................................................................... 22 
2.1.4 RNA experiments ............................................................................. 24 
2.1.5 Hydroxymethylated DNA immunoprecipitation.............................. 24 
2.2 Materials and instruments used .......................................................... 25 
2.3 Methods ............................................................................................... 25 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
2.3.1 Molecular cloning ............................................................................ 25 
2.3.2 Cell experiments .............................................................................. 33 
2.3.3 Protein experiments ......................................................................... 36 
2.3.4 RNA experiments ............................................................................. 38 
2.3.5 Hydroxymethylated DNA immunoprecipitation.............................. 40 
CHAPTER3 RESULTS AND ANALYSIS ............................................ 42 
3.1 Increase of TET2 expression during 3T3-L1 differentiation .............. 42 
3.2 Knockdown of TET2 in 3T3-L1 inhibits adipogenesis ....................... 43 
3.3 Increase of adipogenesis TF after 5-azadeoxycytidine treatment ....... 46 
3.4 5hmC level at specific sites of Cebpa and Cebpb increases after MDI ... 48 
3.5 Interaction between TET2 and C/EBPβ ............................................. 49 
CHAPTER4 DISCUSSION ................................................................... 52 
REFERENCES ........................................................................................ 56 
ACKNOWLEDGEMENT ..................................................................... 81 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
 
1 
摘要 
哺乳动物脂肪的积累源于过剩能量摄入。脂肪细胞是哺乳动物储存脂肪的主
要场所。过高的能量摄入消耗比会导致脂肪细胞的过度增生和过度肥大，导致肥
胖症及多种并发症。脂肪细胞的过度增生基于多功能间充质干细胞的定向和分化。
位于脂肪组织和骨髓血管基质层的多功能间充质干细胞可定向为前脂肪细胞，前
脂肪细胞在成脂分化信号通路的调控下分化为脂肪细胞。成脂分化信号通路包括
一系列转录因子级联激活。其中 C/EBPβ对下游 C/EBPα和 PPARγ表达的激活是
一个重要环节。活化的 C/EBPβ 结合到 Cebpa 和 Pparg 启动子 C/EBP 结合位点
上，起始 C/EBPα和 PPARγ的表达。Cebpb基因中也包含 C/EBP结合位点，说
明 C/EBPβ 也参与自身的表达调控。DNA 甲基化和去甲基化在哺乳动物生命过
程中扮演着重要角色，与基因表达与沉默密切相关。DNA 去甲基化是哺乳动物
胚胎发育等过程中发生的重要事件。TET家族是一类双加氧酶，能羟基化 5mC，
将其转化为 5hmC。5mC的羟甲基化反应是重要的表观遗传学修饰，与 DNA的
去甲基化密切相关。本研究发现，TET2 在 3T3-L1 成脂分化过程中是必需的。
本文初步探讨了 TET2 在 3T3-L1 成脂分化过程中的作用及机制。敲减 TET2 的
3T3-L1 细胞成脂分化受阻；TET2 很有可能参与成脂分化转录因子的转录调控：
TET2与 C/EBPβ形成复合物，在后者的募集下，催化 C/EBP结合位点附近的 CpG
羟甲基化，促进 C/EBPα转录的起始，或维持 C/EBPβ自身的表达。 
 
关键词：TET2；5hmC；成脂分化
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ABSTRACT 
Accumulation of fat in mammals is due to excessive intake of energy. Adipocytes 
are responsible for the storage of fat. Excessive caloric intake without a rise in energy 
expenditure promotes adipocyte hyperplasia and hypertrophy, which can lead to 
obesity and its complications. Adipocyte hyperplasia is mainly based on the 
commitment and differentiation of pluripotent mesenchymal stem cells. Mesenchymal 
stem cells in adipose tissue and stromal vascular fraction first undergo commitment to 
preadipocytes, which then differentiate to mature adipocytes under the regulation of 
adipogenesis signaling pathway including a series of transcription factor cascade. 
Activation of the expression of C/EBPα and PPARγ by upstream C/EBPβ plays a key 
role in adipogenesis, during which C/EBPβ binds to C/EBP sites on proximal 
promoter of their genes, and initiates the transcription. There are also C/EBP sites in 
Cebpb which encodes C/EBPβ, suggesting expression of C/EBPβ is under 
self-regulation. DNA methylation and demethylation, both related to expression and 
silence of genes, are important epigenetic modification in mammalian life. It has been 
reported that DNA demethylation is one of the key events during mammalian 
embryogenesis. Proteins of TET family belong to super family of dioxygenase. The 
activity of TET to hydroxylate 5mC in methylated DNA to 5hmC is related to DNA 
demethylation. This study finds that TET2 is necessary to adipogenesis of 
preadipocyte 3T3-L1. The role of TET2 in differentiation of 3T3-L1 and its 
mechanism are discussed here. Differentiation of 3T3-L1 is blocked by knockdown of 
TET2. TET2 may participate in the transcriptional regulation of adipogenesis 
transcription factors by forming complex with C/EBPβ. C/EBPβ may recruit TET2 to 
C/EBP sites to catalyze the hydroxylation of nearby CpG, initiating the transcription 
of C/EBPα or maintaining the expression of C/EBPβ itself. 
 
Key words: TET2; 5hmC; Adipogenesis
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3 
第1章 前言 
1.1 DNA 甲基化 
1.1.1 DNA 甲基化概述 
表观遗传学又译为表征遗传学、拟遗传学、表遗传学、外遗传学或后遗传学。
其研究的对象是，在 DNA序列不变的前提下，通过某些机制引起可遗传的基因
表达或细胞表现型的变化。经典遗传学主要研究基因序列对生物学功能的影响，
而表观遗传学主要研究表观遗传现象建立和维持的机制。表观遗传现象主要包括
两类：一类为基因选择性转录表达的调控，如 DNA甲基化、基因印记、组蛋白
共价修饰和染色质重塑；另一类为基因转录后的调控，包括基因组中非编码 RNA、
微小 RNA、反义 RNA、内含子及核糖开关等。 
DNA 甲基化是 DNA 化学修饰的一种形式，能在 DNA 序列不变的前提下，
改变遗传表型。甲基通常添加在 DNA胞嘧啶环的 5位碳上，形成 5-甲基胞嘧啶
（5-methylcytosine，5mC）。这种胞嘧啶 5位碳上的 DNA甲基化方式存在于所有
脊椎动物。 
1.1.2 DNA 甲基化的机制 
5mC的甲基基团位于 DNA双螺旋的大沟内。和未甲基化的胞嘧啶一样，5mC
能和鸟嘌呤互补配对。1948年 Hotchkiss[1]在牛胸腺内观察到甲基转移酶催化的
DNA 甲基化；1964 年，Gold 和 Hurwitz 等[2]在大肠杆菌中鉴定出第一个 DNA
甲基转移酶。目前公认的DNA甲基化机制基于原核生物DNA-C5甲基转移酶[3]。
DNA甲基化酶 DNA结合，底物胞嘧啶旋转突出于双螺旋结构之外，嵌入酶的催
化口袋中。与此同时，碱基对氢键断裂，邻近碱基间堆积作用缺失。DNA-C5甲
基转移酶的活性位点中具有脯氨酸-半胱氨酸-谷氨酰胺保守序列，其中的半胱氨
酸残基中含有硫醇基，可对嘧啶环上的 6位碳进行亲核作用，从而形成共价键激
活。由于 S-腺苷甲硫氨酸（SAM）的甲基基团结合于硫原子上，分子极不稳定，
在酶的作用下甲基从 SAM转移至被激活的 5位碳，5位碳上释放质子，经由共
价中间物的转变，最终完成 DNA甲基化修饰过程。 
在哺乳动物中，胞嘧啶甲基化是由 DNA甲基转移酶（DNA methyltransferase，
DNMT）家族催化的。DNMT家族包含三个成员，DNMT1、DNMT2和 DNMT3，
具有相同的保守催化域。DNMT1 首先被发现，在 DNA 复制过程中能起到维持
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4 
DNA甲基化的作用。DNA复制形成了半甲基化 DNA位点，成为 DNMT1的催
化底物。DNMT1发挥催化活性，将 CpG甲基化模式复制到新合成的 DNA单链
上。由于 CpG位点是回文序列，因此在细胞分裂过程中，CpG位点上的表观遗
传学标志能够准确地复制到 DNA新链上。最新的结构学数据揭示了 DNMT1更
倾向于以半甲基化 DNA而非未甲基化 DNA为底物的原因：DNMT1与半甲基化
CpG 的结合使 DNA 接近催化域，而 DNMT1 与未甲基化 CpG 的结合则通过
CXXC域介导的自抑制构象变化阻止了新合成DNA单链的甲基化[4, 5]。DNMT1
在细胞分裂的 S 期通过与增殖细胞核抗原（PCNA）和含 PHD 和环指域的泛素
样蛋白 1（UHRF1）的相互作用定位到 DNA复制部位。UHRF1是结合半甲基化
CpG的因子，是募集 DNMT1至半甲基化位点所必需的[6, 7]。DNMT1在体内同
样具有维持甲基化的作用。在小鼠着床前胚胎中，DNMT1的下调会导致基因组
印记基因座的 DNA甲基化难以维持[8, 9]。 
DNMT3A 和 DNMT3B 负责发育过程中的从头 DNA 甲基化[10]。这两种酶
高度同源，但底物特异性和表达模式不同[11, 12]。DNMT3B多存在于早期胚胎
阶段，主要在胚胎着床过程中催化 DNA甲基化[13]；而 DNMT3A出现胚胎发育
的更晚阶段和已分化的细胞中。特别地，DNMT3A主要负责成熟配子中 DNA甲
基化的建立[11, 14, 15]，并在出生后成体干细胞的表观遗传学调控中发挥作用[16, 
17]。Dnmt3b敲除小鼠在胚胎发育早期死亡，而 Dnmt3a敲除小鼠存活到了出生
后第 4周[10]。基因敲除小鼠模型进一步说明了 DNMT3A和 DNMT3B发挥作用
时间的差异。除了从头 DNA甲基化外，也有研究报道，DNMT3A和 DNMT3B
也参与弥补了 DNMT1遗漏的甲基化位点的维持[18]。 
另一个 DNMT 家族成员是 DNMT3L。与 DNMT3A/B 相比，其序列缺少了
催化域。DNMT3L在早期胚胎和生殖细胞中含量丰富。虽然 DNMT3L不含甲基
转移催化域，但缺失 DNMT3L 仍会导致雌雄生殖细胞大多数基因组位点 DNA
甲基化的失败，包括印记调控区和一些重复元件[11, 15, 19-22]。生化和结构研究
表明，DNMT3L 是与 DNMT3 相互作用的辅因子，能刺激 DNMT3 从头甲基化
活性，并促进其在染色质上的募集[23, 24]。 
1.1.3 5mC 在哺乳动物基因组中的分布 
理解 DNA甲基化在生命过程中发挥的作用，首先要确定 5mC在基因组中的
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分布。微阵列、高通量测序等最新技术的发展和完善，使全基因组 5mC 图谱的
绘制成为现实[25]。一些研究方法运用了识别并酶切特定序列的甲基化敏感酶或
甲基化排斥酶，以分离 5mC 富集程度不同的 DNA 区域。另一种方法是用超声
波使 DNA断裂，再用 5mC抗体进行免疫共沉淀，以分离甲基化片段[26]。这些
方法适用于中等分辨率（约 250bp）的全基因组图谱高通量测序。亚硫酸氢钠化
学处理法是 DNA甲基化分析的“金标准”。亚硫酸氢钠可将未被甲基化的胞嘧啶
转化为尿嘧啶，而不能转化 5mC。PCR 扩增后，由未甲基化的胞嘧啶转化的尿
嘧啶被胸腺嘧啶取代，而 5mC 的位置依旧为胞嘧啶。通过扩增后序列与参照序
列的比对，可以推断出任一胞嘧啶的甲基化状态，即分辨率达到单核苷酸水平。 
大量 DNA甲基化研究数据显示，5mC出现在哺乳动物基因组各处，包括基
因间区、编码区、可移动元件和启动子。胞嘧啶甲基化水平与 CpG 密度呈负相
关：占基因组大多数的低 CpG DNA具有更高的胞嘧啶甲基化水平，而 CpG岛
几乎不被甲基化[27, 28]。然而，在成熟体细胞中，存在一些甲基化的 CpG岛，
其中一些与父系基因组印记或母系 X 染色体失活拷贝中的等位基因特异性基因
沉默有关。近期绘制的启动子 DNA甲基化图谱表明，与发育相关的重要基因（如
生殖、多能性相关基因）启动子上存在 CpG 岛（约占启动子 CpG 总量的 3%）
[13, 29-31]，这说明启动子 DNA 的甲基化限制了已分化细胞的多能性。这一观
点随后被证实。体细胞去分化成为多功能细胞的过程中，多能性相关基因的去甲
基化是必须的，干扰 DNA的甲基化可促进细胞的去分化[32, 33]。 
1.1.4 DNA 甲基化的分子生物学意义 
多项研究报道，细胞种类特异性的 DNA 甲基化模式在基因间区的变化比特
定基因启动子上的更为频繁。这些位点甲基化状态的动态变化可能会影响长距离
增强子的活性[34-36]，或非编码 RNA的非特异性转录本的转录[37, 38]。基因间
区 DNA甲基化水平与基因表达有关。基因间区的甲基化水平越高，基因的表达
量越高[39, 40]，但目的尚不能确定两者间是否有因果关系。一个可能的解释是，
基因间区的 DNA 甲基化可以调控基因主体的可变转录起始位点[41]。基因间区
DNA甲基化的另一个可能作用是调控 RNA的剪接。许多研究表明，在哺乳动物
细胞中，DNA 甲基化和 RNA 剪接存在一定联系[42, 43]。在蜜蜂细胞中也观察
到了这样的现象[44]。此外，哺乳动物外显子的 DNA甲基化程度比内含子高[40, 
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